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A pesquisa de Produtos Naturais com propriedades farmacológicas tem vindo a crescer, 
destacando-se a descoberta de moléculas vindas de organismos marinhos, que devido à sua 
considerável biodiversidade se reflecte em metabolitos secundários com estruturas únicas e com 
várias funcionalidades. Este trabalho surge no seguimento de uma investigação feita com algas do 
mar dos Açores, cujas actividades biológicas se mostraram promissoras. Nesta tese intitulada 
“Avaliação do potencial farmacológico de metabolitos secundários de Cystoseira abies-marina”, faz-
se um estudo fitoquímico e determinam-se algumas actividades biológicas de compostos isolados.  
No capítulo I apresentam-se os objectivos e faz-se uma descrição das características da alga 
em estudo, bem como um pequeno resumo da literatura referente aos compostos isolados de algas 
do género Cystoseira. A elucidação estrutural dos cinco compostos isolados (o ácido benzóico, um 
composto natural já conhecido, o cystoazores A, o cystoazores B, o cystoazorona A e o cystoazorona 
B, meroditerpenos isolados pela primeira vez), e as actividades destes compostos (antitumoral, 
antioxidante, anticolinesterásica e anti-inflamatória) são apresentadas e discutidas no Capitulo II. Os 
resultados mostram que os compostos cystoazores A, cystoazores B e cystoazorona A apresentam 
actividade antitumoral, mas com baixa selectividade entre a linhagem tumoral HeLa e a linhagem 
não tumoral Vero usada como referência. Na actividade antioxidante, nenhum dos compostos 
testados apresentaram IC50 <500 µg/mL.. Os compostos mais activos como anticolinesterásicos 
foram o cystoazores A e B, apesar de não terem atingido 50% de inibição do enzima à concentração 
máxima testada (125 µg/mL). Quanto à actividade anti-inflamatória in vitro, o ácido benzóico e a 
cystoazorona B foram os únicos que inibiram ambas as formas da cicloxigenase (COX1 e COX2), 
comportando-se no entanto como pro-inflamatórios em relação à lipoxigenase 15-LOX. No capítulo 
III são apresentados os detalhes dos procedimentos experimentais utilizados neste trabalho de 
investigação. 
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The search for Natural Products with pharmacological properties has been increasing, 
particularly the discovery of molecules isolated from marine organism, whose considerable 
biodiversity is reflected in secondary metabolites with unique structures and functions. This work is 
carried out in the sequence of a preliminary investigation on the marine algae of the Azores, which 
detected promising biological activities. In this thesis, entitled “Evaluation of the pharmacological 
potential of secondary metabolites from Cystoseira abies-marina”, a phytochemical study is carried 
out and several biological activities of isolated compounds are determined. 
Chapter I presents the objectives and characterizes the under study, and also a summary of 
the literature concerning compounds isolated from the Cystoseira genus. The structural elucidation 
of five isolated compounds (benzoic acid, a known natural compound, cystoazores A, cystoazores B, 
cystoazorone A and cystoazorone B, meroditerpenes isolated for the first time) and the activity of 
these compounds (antitumour, antioxidant, anticholinesterasic and anti-inflammatory) are presented 
and discussed in Chapter II. The results show that cystoazores A, cystoazores B and cystoazorone A 
are actively cytotoxic, but with low selectivity between HeLa tumour cell line and Vero non tumour 
cell line, used as reference. Concerning antioxidant activity, none of the compounds tested presented 
IC50<500 µg/mL. Cystoazores A and B had the strongest anticholinesterasic activity, although 50% 
inhibition of enzyme activity was not attained at the highest concentration tested (125 µg/mL). 
Regarding in vitro anti-inflammatory activity, benzoic acid and cystoazorone B were the only two that 
inhibited both isoforms of cyclooxygenase (COX1 and COX2), although they behaved as pro-
inflammatory towards lipoxygenase 15-LOX. Chapter III presents details of experimental procedures 
used in this research. 
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Neste trabalho propõe-se o estudo de novos compostos bioactivos com potencial 
farmacológico em espécies de macroalgas marinhas dos Açores. O estudo recai sobre a 
macroalga Cystoseira abies-marina que já se tinha mostrado promissora em alguns ensaios 
biológicos preliminares. Como tal, este estudo teve como base os seguintes objectivos: (i) 
contribuir para a valorização do mar dos Açores, no que respeita à sua biodiversidade; (ii) 
aumentar o conhecimento sobre a composição química de Cystoseira abies-marina do mar 
dos Açores; (iii) isolar compostos naturais com potencial aplicação farmacológica, 
nomeadamente, metabolitos secundários com estruturas novas; (iv) purificar e caracterizar 
estruturalmente esses compostos isolados e (v) determinação de algumas actividades desses 
mesmos compostos isolados. 
 
1.2 Descrição da espécie e habitat 
As macroalgas são organismos fotossintéticos que vivem no meio marinho, podendo 
estar presentes quer em água doce, quer em água salgada. Esta designação de macroalgas 
dá-se às algas multicelulares com órgãos diferenciados. Estas podem ser classificadas em 
Rhodophyta (algas vermelhas), Chlorophyta (algas verdes) e Phaeophyta (algas castanhas). A 
família Cystoseiraceae pertence à Phaeophyta (Ordem Fucales, Classe Phaeophyceae) e 
inclui os géneros Acrocarpia, Acystis, Bifurcariopsis, Carpoglossum, Caulocystis, Coccphora, 
Cystophora, Cystoseira, Halidrys, Hormophysa, Lundsburgia, Scaberia e Stolonophora (Amico, 
1995). Dentro do género Cystoseira estão compreendidas cerca de 294 espécies, entre as 
quais encontra-se a alga em estudo, Cystoseira abies-marina (figura 1) que foi identificada 




pela primeira vez em 1820 por Agardh (http://www.algaebase.org; pesquisado a 10 
Fevereiro de 2012).  
Cystoseira abies-marina encontra-se na Europa, em África e nas Ilhas do Atlântico. 
Nos Açores, esta espécie é comum em todo o arquipélago, no limite inferior da zona das 
marés, em poças e na zona submersa superior. Com cerca de 1-2 mm de espessura os talos 
desta alga podem atingir 50 cm de comprimento mas normalmente não excedem os 15 a 20 
cm (Neto et al., 2006). 
 
Figura 1. Cystoseira abies-marina (http://www.algaebase.org; pesquisado a 10 Fevereiro de 2012). 
 
O arquipélago dos Açores está localizado entre as coordenadas 37°-40° N e 25°-31° W 
(figura 2) e inclui nove ilhas de origem vulcânica e vários ilhéus, organizados em três grupos 
distintos: Ocidental, Central e Oriental. Devido à sua localização, distante dos continentes 
Americano e Europeu, o clima é fortemente influenciado pelo oceano, fonte permanente de 
humidade (Mata, 2001).  





Figura 2. Localização do arquipélago dos Açores. 
 
A zona das marés no arquipélago muda de aspecto nos períodos de praia e baixa-
mar, ficando uma porção de costa a descoberto, duas vezes por dia. Para os organismos 
marinhos a zona das marés é um ambiente bastante irregular. As algas e animais que lá 
habitam estão sujeitos a exposição ao ar, variações extremas de temperatura, alterações 
bruscas de salinidade e sofrem a forte acção das ondas e correntes. Em zonas protegidas das 
grandes tempestades marinhas, as algas podem chegar a ser exuberantes, o que nos Açores 
só ocorre nos portos, estando todo a zona costeira muito exposta à ondulação. 
Consequentemente, as costas são dominadas por algas de pequeno porte (Neto et al., 2006). 
 
1.3 Aplicações das algas  
O uso de algas na alimentação humana é conhecido desde o século IV, no Japão e 
desde o século VI na China (McHugh, 2003). Nos Açores, as algas também são utilizadas na 
alimentação. Por exemplo, a alga castanha Fucus spiralis (figura 3a), de nome comum 
“tremoço do mar”, é considerada um petisco; a alga vermelha Porphyra sp. (figura 3b) de 




nome comum “erva patinha” é consumida frita e usada na confecção de sopas, omeletes ou 
tortas; as algas vermelhas Laurencia viridis (figura 3c) e Osmundea pinnatifida (figura 3d), 
sendo esta última conhecida como “erva malagueta”, são conservadas em vinagre e 
consumidas ao longo de todo o ano em algumas ilhas (Neto et al., 2006). Apesar de, em 
algumas ilhas do arquipélago dos Açores, o consumo de algas ser considerado uma prática 
comum, não existe actualmente legislação em Portugal em relação ao uso destas como 
produto alimentar (Patarra et al., 2011).  
 
Figura 3. a) Fucus spiralis; b) Porphyra sp.; c) Laurencia viridis; d) Osmundea pinnatifida; e) 
Pterocladiella capilácea; f) Gelidium microdon (http://www.algaebase.org; pesquisado a 10 Fevereiro 
de 2012). 
 
Nos últimos 50 anos houve um aumento da procura de algas e os stocks naturais 
deixaram de conseguir correspondes a esta exigência. A investigação sobre o ciclo de vida 
destes organismos permitiu o desenvolvimento de indústrias de cultivo, que actualmente, 








do Sul, são os maiores consumidores de algas. Nos Açores, as algas vermelhas Pterocladiella 
capilacea (figura 3e) e Gelidium microdon (figura 3f) são recolhidas manualmente ou por 
mergulho, posteriormente secas ao ar e preparadas para exportação (Neto et al., 2006).  
O agar, os alginatos e os carraginatos, agentes espessantes e gelificantes extraídos de 
macroalgas marinhas, são a base do uso industrial de algas, embora os primeiros extractos 
só tenham sido comercializados a partir do ano de 1930 (McHugh, 2003).  
As macroalgas marinhas exibem propriedades nutricionais importantes que 
justificam a sua aplicação na alimentação humana. 
Os principais constituintes das macroalgas marinhas segundo estudos realizados por 
vários investigadores (Burtin, 2003; Patarra et al., 2011; Mohamed et al., 2012; Barreto et 
al., 2012), são os polissacáridos e fibras dietéticas, minerais, proteínas e aminoácidos, lípidos 
e ácidos gordos e micronutrientes, como as vitaminas, polifenóis e carotenóides.  
- Polissacáridos e fibras dietéticas: as algas possuem grande quantidade de polissacáridos 
tipo alginatos e carraginatos, especialmente presentes nas paredes celulares. As algas 
castanhas contêm polissacáridos de armazenamento, como a laminarina. A maior parte 
destes polissacáridos não são digeridos pela flora intestinal bacteriana dos humanos e assim 
podem ser considerados como fibras dietéticas (Burtin, 2003; Patarra et al., 2011). 
- Minerais: a fracção mineral de algumas algas corresponde a 36 % do seu peso total. As 
algas castanhas são conhecidas como uma fonte rica em iodo, sendo a Laminaria a que 
apresenta maior teor (Burtin, 2003; Mohamed et al., 2012). 
- Proteínas e aminoácidos: o teor de proteínas das algas difere consoante a espécie. O 
conteúdo de proteínas em algas castanhas é geralmente baixo, ao contrário das algas verdes 
e vermelhas que apresentam valores mais elevados. O ácido aspártico e glutâmico constitui 




a maior fracção de aminoácidos para a maior parte das algas marinhas (Burtin 2003; 
Mohamed et al., 2012; Patarra et al., 2011). 
- Lípidos: os lípidos representam apenas entre 1-5 % do peso seco das algas, mas oferecem 
uma composição em ácidos gordos polinsaturados muito interessantes (ácidos gordos ω-3 e 
ω-6) (Patarra et al., 2012). As algas castanhas são ricas em carotenóides, especialmente em 
fucoxantina, β-caroteno e violaxantina; as algas vermelhas em β-caroteno, α-caroteno e seus 
derivados dihidroxilados (Zeaxantina e luteína). A composição em carotenóides das algas 
verdes é semelhante ao das plantas superiores: β-caroteno, luteína, violaxantina, 
anteraxantina, zeaxantina e neoxantina (Burtin, 2003; Patarra et al., 2012; Mohamed et al., 
2012). 
- Micronutrientes: as algas são fonte de vitaminas do grupo B e vitamina C principalmente as 
algas verdes e castanhas, sendo os valores mais baixos em algas vermelhas. No entanto, o 
teor de vitamina E é mais elevado em algas castanhas, relativamente às algas verdes e 
vermelhas. Os níveis de polifenóis mais elevados são encontrados nas algas castanhas, onde 
os florotaninos podem variar entre 5 e 15 % do peso seco de alga (Burtin, 2003; Mohamed et 
al., 2012; Barreto et al., 2012). 
Em conclusão, as algas comestíveis são ricas em antioxidantes bioactivos, fibras 
dietéticas, proteínas, minerais, vitaminas, metabolitos secundários e ácidos gordos 
polinsaturados (Plaza et al., 2008). Anteriormente, as algas eram apenas usadas como 
agentes gelificantes e de espessamento nas indústrias alimentares e indústrias 
farmacêuticas. Mais recentemente, as algas vermelhas, verdes e castanhas têm mostrado o 
seu potencial terapêutico, como por exemplo, antiobesidade (Sekmokienè et al., 2007), 
antidiabético, anti-hipertensivos (Thomas and Kim, 2011), antioxidante (Ruperez et al., 2002; 
Sekmokienè et al., 2007), antiinflamatória, antiproliferativo (Sekmokienè et al., 2007; 




Mhadhebi et al., 2011), antiviral, antifúngico e antimicrobial (Ozdemir et al., 2006). Segundo 
Mohamed et al., (2012), os compostos activos incluem sulfatos, carotenóides, minerais, 
peptídeos e sulfolípidos com benefícios em doenças metabólicas degenerativas.  
Nos últimos anos, o número de estudos sobre a composição química, as propriedades 
terapêuticas e aplicações tecnológicas envolvendo macroalgas aumentou exponencialmente 
(Sekmokienè et al., 2007). Este facto implicou que as algas se tornassem num foco de 
interesse científico e comercial provocando um aumento do seu uso.  
 
1.4 Estudos fitoquímicos/farmacológicos já realizados no género Cystoseira  
No ano de 1972 apenas se conheciam 210 compostos isolados e caracterizados de 
organismos marinhos. No entanto, entre o período de 1973 e 1994, mais de 6000 estruturas 
tinham sido identificadas, das quais 2072 diziam respeito a algas. Neste mesmo período só 
ao género Cystoseira correspondiam cerca de 100 compostos (Amico, 1995). 
No que diz respeito à Cystoseira abies-marina, os primeiros estudos fitoquímicos 
foram realizados por Moreno et al. (1998) e levaram ao isolamento de dois 
norsesquiterpenoides que foram a cystomexicona A (1) e cystomexicona B (2), e de um novo 
composto de mais baixa massa molecular derivado hidroquinónico da butanona (3). No 
mesmo estudo referem terem sido isolados, em 1995, da mesma espécie os seguintes 
compostos: 1’-metoxiamentadiona (4), 1’,14-dimetoxiamentol (5) e (6Z) 1’-
metoxiamentadiona (6) (referência original em Amico, 1995). No mesmo ano, estudos 
realizados por Fernández et al. (1998), permitiram isolar os seguintes compostos da 
Cystoseira abies-marina: derivado galactosidio do diacilglicerol contendo os ácidos C16:3 e/ou 
C16:4 (7), fucosterol (8) e fosfolípidos e triglicéridos dos ácidos araquidónicos e 
eicosapentenóico (estruturas dos ácidos representadas abaixo (9 e 10)). 


































































Do ponto de vista do potencial farmacológico da Cystoseira abies-marina, Barreto et 
al. (2012) avaliou a actividade antitumoral, antioxidante e o teor de fenóis totais de fracções 
e extractos de algumas algas, entre elas, a Cystoseira abies-marina, tendo-se revelado uma 
alga com grande potencial farmacológico. 
A falta de maior conhecimento sobre metabolitos secundários biosintetizados e 
potencial biológico desta alga, obrigou a uma pesquisa dentro do género Cystoseira. 
Pretende-se conhecer o tipo de compostos mais caracterizados deste género e que, muitas 
vezes, são marcadores quimiotaxonómicos.  
Estudos realizados por Fattorusso et al. (1976) contribuíram para o isolamento a partir do 
extracto de diclorometano da Cystoseira crinita, de dois compostos conhecidos como 










Mais tarde, Banaigs et al. (1982) isolaram do extracto de metanol da Cystoseira elegans um 










Um ano mais tarde, os mesmos autores isolaram três novos diterpenos do extracto de 
metanol de Cystoseira elegans: composto (14), composto (15) (sendo este uma mistura de 




dois epímeros) e composto (16). Para estes três compostos foi testada a actividade 
antimicrobiana, sendo que, o composto (14) mostrou actividade contra Pseudomonas 
aeruginosa, não mostrando actividade sobre Escherichia coli, Staphilococcus aureus e 





















Amico et al. (1984a) isolaram um novo composto a partir de Cystoseira algeriensis 
conhecido como cystalgerone (17). Também isolaram do extracto de clorofórmio da mesma 
espécie cinco novos derivados de tetraprenil-toluquinol (18 – 22) (Amico et al., 1984b). 
 



































Estes foram os dois primeiros trabalhos publicados pela equipa de Amico et al.. Com 
os muitos trabalhos que se lhe seguiram, este grupo de investigadores revelou-se um grupo 
de topo, sendo ainda hoje o grupo com maior número de publicações sobre fitoquímica do 
género Cystoseira.  
Ainda no mesmo ano, a mesma equipa de investigadores, ao estudar um extracto de 
clorofórmio da alga Cystoseira balearica isolaram um novo composto com nome comum 
cystoketal (23) e um composto cuja estrutura já era conhecida o cystoketal cromona (24) 












Outros quatro novos compostos (dois derivados de tetraprenil-toluquinol, (25) e (27), 
e dois derivados de tetraprenil-toluquinona, (26) e (28)) foram isolados de um extracto de 
clorofórmio da alga Cystoseira jabukae (Amico et al., 1985a). 

























Posteriormente, ainda no mesmo ano, também pela mesma equipa de 
investigadores, dois novos tetraprenil-toluquinóis (29 e 30) foram isolados também a partir 



















Francisco et al. (1985a), estudaram o extracto de clorofórmio/metanol (1:1) da alga 
Cystoseira mediterranea e isolaram um novo composto o qual foi atribuído o nome comum 
mediterraneol A (31) e que, segundo os autores, possui capacidade inibitória da divisão 




celular. A partir do extracto de éter também da alga Cystoseira mediterranea os mesmo 
autores isolaram o cystoseirol A (32) (Francisco et al., 1985a). Para além de ter sido isolado 
nesta espécie, este composto também já tinha sido identificado em Cystoseira stricta e em 
Cystoseira tamariscifolia (Francisco et al., 1985b). 
 














Amico et al. (1987a) isolaram outros derivados de tetraprenil-toluquinol com 
estruturas novas, a partir do extracto de diclorometano da Cystoseira stricta. São eles o 2(E)-
bifurcarenona (33), amentaepoxido (34) e amentadiona (35). 
 




























No mesmo ano estes autores estudaram o extracto de diclorometano de Cystoseira 
stricta de onde conseguiram isolar três novos tetraprenil-toluquinóis (isocystoketal (36), 
isostrictaketal (37) e isobalearona (38)). Referem ainda outros quatro compostos da mesma 
família, mas sem indicarem uma estrutura inequívoca (Amico et al., 1987b). 



















Dois diterpenos acíclicos isómeros foram isolados a partir do extracto de 
diclorometano da alga Cystoseira balearica. São eles o eleganonal (39) e o iso-eleganonal 
















A partir do extracto de diclorometano da Cystoseira spinosa var. squarrosa foram 
isolados seis novos tetraprenil-toluquinóis. São eles o 5-oxo-isocystofuranoquinol (41), o 5-
oxo-cystofuranoquinol (42), o 5-hidroxi-cystofuranoquinol (43) e os compostos (44 – 46), 
cujas estruturas estão apresentadas a seguir mas, para os quais não foi atribuído qualquer 
nome comum (Amico et al., 1988a). Cada um destes compostos foi testado para análise da 
actividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas (Staphilococcus aureus, 
Streptomyces faecalis, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis) e gram-negativas (Aeromonas 
hydrophyla, Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Escherichia coli). O composto 43 registou 
actividade contra todas as bactérias patogénicas utilizadas com excepção de S. faecalis; o 
composto 45 mostrou uma actividade moderada contra S. aureus, A. Hydrophyla e M. luteus 
enquanto o composto 41 exibe actividade moderada contra S. aureus. Os restantes 








































Também em 1988, o estudo fitoquímico do extracto de clorofórmio de Cystoseira 
elegans feito pelos mesmos autores, levou à identificação de dois novos tetraprenil-
toluquinóis (47 e 48), sendo que este último não é mais que um isómero do composto 19 
isolado da Cystoseira algeriensis (Amico et al., 1988b). 
 

















Estudos realizados em Cystoseira zosteroides pelo mesmo grupo de investigadores 
contribuíram para o isolamento de cinco novos tetraprenil-toluquinóis a partir de um 
extracto de diclorometano: zosterdiol A (49), zosterdiol B (50), zosteronol (51), zosterondiol 












































Fadli et al. (1991a) isolaram de Cystoseira mediterranea o mediterraneol E (54), um 
composto obtido do extracto de clorofórmio/metanol (1:1). Os mesmos autores, no mesmo 















Os compostos (56 e 57) (usneoidona E e usneoidona Z, respectivamente) foram 
isolados do extracto de clorofórmio da Cystoseira usneoides (Urones et al., 1992a). Estes 
dois compostos foram testados quanto à sua actividade antitumoral e antiviral. No que 
respeita a actividade antitumoral, os compostos 56 e 57 apresentaram uma elevada 
actividade contra as linhagens celulares P-388, A-549, HeLa e B-16, bem como elevada 
citotoxicidade. Estes compostos mostraram ter elevada actividade contra CV-1 (células de 
rim de macaco africano) infectado com HSV-1 (vírus herpes simplex-1), mas não contra BHK 
(células de rim de hamster bebé) infectado com VSV (vírus vesicular estomacal). 
Poucos meses depois, os mesmos autores isolaram outros dois compostos (usneoidol 
E (58) e usneoidol Z (59)) da mesma alga (Urones et al., 1992b), mas desta vez partindo de 




um extracto de clorofórmio/metanol (1:1). Para estes dois compostos também foi avaliada a 



































Em 1993, Norte et al. isolaram um meroditerpeno de nome comum Claraenone (60) a 
partir do extracto de acetona de Cystoseira sp. (os autores não identificam a espécie). Este 
composto foi submetido a testes antitumorais contra a linhagem P-388, e mostrou ser 
activo. 













Do extracto de clorofórmio/metanol (9:1) de Cystoseira balearica (nome alterado 
posteriormente para Cystoseira brachycarpa (J. Agardh) var. balearica (Suav.) Giaccone) 
foram isolados os compostos eleganolona (61) e elegandiol (62). Ambos os compostos 
exibiram actividade vasodilatadora, actividade relaxante da musculatura da aorta e da 
traqueia do rato, e inibiram a actividade estimulante da isoprenalina em preparações 
cardíacas de cobaias. Este conjunto de actividades sugere o potencial destes compostos 










Posteriormente avaliou-se a actividade relaxante destes dois compostos tendo-se verificado 
que ambos inibem a actividade de contracção estimulada pela acetilcolina e histamina na 
musculatura do ileum (Della Pietà et al., 1995). 




Os compostos 63, 64 e 65, três novos derivados de tetratoluquinol foram isolados da 



















Da Cystoseira amentacea var. stricta também colhida na costa francesa foram 
isolados dois novos meroditerpenos (compostos 66 e 67), cujas estruturas são as que se 
seguem (Valls et al., 1996). 












Os compostos cystoketal (23) e cystoketal cromona (24) já anteriormente 
identificados foram também isolados da Cystoseira amentacea var. stricta (Amico et al. 
1984c) identificados nesta espécie (Valls et al., 1996; Mesguiche et al., 1997).  
Mesguiche et al. (1997) isolou da mesma espécie, Cystoseira amentacea var. stricta, 
colhida na costa Mediterrânica os novos compostos 4’-metoxi-(2E)-bifurcarenona (68) e o 
seu derivado de nome comum metoxibifurcarenona (69). Os compostos 68 e 69 revelaram 
ter actividade citotóxica inibindo o desenvolvimento de ovos fertilizados de ouriço-do-mar 




(Paracentrotus lividus). A partir da mesma espécie mas colhida na costa da ilha Galite 
(Tunísia) os mesmos autores isolaram o 2,12-diepineobalearona (70), um composto com 
uma estrutura até a altura desconhecida. Este trabalho revelou que a mesma espécie em 
ambientes distintos poderá ter perfil fitoquímico diferente (Mesguiche et al., 1997).  






















O conteúdo em esteróis e voláteis da Cystoseira barbata e Cystoseira crinita foi 
estudada por Milkova et al. (1997) tendo-se concluído que na Cystoseira barbata a mistura 
de esteróis é constituída quase exclusivamente por fucosterol (8) enquanto a Cystoseira 
crinita além de fucosterol possui quantidades significativas de 24-etil-coleste-5,22-dien-3β-ol 
(71). Em relação ao conteúdo volátil na Cystoseira barbata, em maioria estão os 
hidrocarbonetos halogenados, enquanto em Cystoseira crinita predominam os 
monoterpenóides.  
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Bennamara et al. (1999) isolaram a partir de um extracto de clorofórmio/etanol (5:5) 
de Cystoseira tamariscifolia o composto (69) já identificado anteriormente por Mesguiche et 
al. (1997) na Cystoseira amentacea var. stricta. Este composto 69 foi testado contra três 
fungos patogénicos do tomate (Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum sp. mycopersici e 
Verticillium alboatrum), exibindo actividade, sendo que os valores mais elevados foram 
contra Botrytis cinerea. Também foi testada a actividade antibacteriana contra 
Agrobacterium tumefaciens e Escherichia coli, sendo activo contra as duas espécies. 
A Cystoseira crinita foi novamente investigada do ponto de vista fitoquímico em 2003 
(Fisch et al. 2003) tendo-se isolado mais seis novos derivados de tetraprenil-toluquinol (72 - 
77), dois novos triprenil-toluquinóis (78 e 79) e dois derivados de tetraprenil-toluquinona (80 
e 81). Para além destes novos compostos, também se isolaram quatro compostos (41, 42, 45 
e 46) já anteriormente identificados na Cystoseira spinosa var. squarrosa  (Amico et al. 
1988a). Os compostos (72-78) foram avaliados quanto à sua actividade antibiótica (contra as 
bactérias Bacillus megaterium e Escherichia coli, os fungos Microbotrium violaceum, 
Eurotium repens e Mycotypha microspora) tendo-se revelado inactivos à concentração 
testada. Também foi avaliado o efeito citotóxico dos compostos 72, 73, 42, 41, 45, contra as 
linhagens celulares HM02, HepG2 e MCF-7 em que todos estes compostos apresentaram 
uma actividade moderada. Já no que diz respeito ao poder antioxidante, estes compostos 




mostraram ter grande actividade quando comparados com o BHT e α- tocoferol usados 































































Navarro et al. (2004) isolaram a partir do extracto de acetona de uma alga Cystoseira 
sp. (espécie não referida pelo autor) colhida perto das Ilhas das Canárias, um composto 
maioritário, o amentol (82), e cinco novos meroditerpenos, o diacetato de amentol cromona 
(83), o 1,4-metoxi-amentol cromana (84), o diacetato de cystoseirona (85), o triacetato de 












































A composição em esteróis da Cystoseira adriatica foi estudada por Kapetanovic et al. 
(2005), concluindo que esta fracção possui uma composição diversificada. Neste trabalho 
foram identificados oito esteróis distintos. São eles o colesterol (88), o (24R)-estigmast-5-en-
3β-ol (89) (maioritários); o estigmast-5,22-dien-3β-ol (90), o 22-desidrocolesterol (91), o 
ergosta-5(22)-dien-3β-ol (92), o ergosta-5-en-3β-ol (93), o estigmast-5,28-dien-3β,24-diol 
(94) e o fucosterol (8). O teor de fucosterol revelou-se surpreendentemente baixo 
comparado com o obtido em outras espécies do mesmo género, onde normalmente o 

























Mokrini et al. (2008) estudaram o extracto de metanol/clorofórmio/água (4:3:1) de 
Cystoseira baccata, colhida ao longo da costa de Marrocos, tendo isolado sete novos 
meroditerpenoides, os compostos (95, 96, 97, 98) e os seus derivados, os compostos (99, 
100, 101). A actividade anti-incrustante (antifouling) e antibacteriana dos compostos 95-99 e 
101 foram avaliadas, bem como a sua toxicidade. Não foi observada actividade nem contra 
as bactérias marinhas (Pseudoalteromonas elyakovii, Vibrio aestuarianus e Polaribacter 
irgensii) nem contra as terrestres testadas (Salmonella typhimurium, Escherichia coli e 
Bacillus sbtilis). Das três microalgas estudadas (Exanthemachrysis gayraliae, Cylindrotheca 
closterium e Pleurochrysis roscoffensis), apenas o crescimento de E. gayraliae foi inibido pelo 
composto 99. Os resultados para os testes das actividades antimacroalgal e anti-
invertebrados foram promissores para os compostos 98, 99 e 101. Relativamente à 




toxicidade, nenhum dos compostos mostrou significativa toxicidade para as larvas de ouriço-










































Recentemente foi avaliada a actividade antioxidante e antitumoral (contra as 
linhagens celulares tumorais Daudi, Jurkat e K562) dos extractos de diclorometano/metanol 
(1:1) de dez espécies de Phaeophyta provenientes da costa Britânica, entre as quais se 
inlcuia Cystoseira tamariscifolia. No que diz respeito ao poder antioxidante, esta alga 
castanha mostrou ser uma das mais activas (EC50= 0,49 mg/mL), e também a que apresentou 
uma maior percentagem de fenóis totais (Zubia et al., 2009). Relativamente aos estudos 




antitumorais, o extracto de Cystoseira tamariscifolia revelou ser dos mais activos contra as 
três linhagens celulares testadas (Zubia et al., 2009). 
Hamdy et al. (2009), ao estudar um extracto de etanol de Cystoseira myrica, isolaram 
um esterol, cuja estrutura foi elucidada pela primeira vez, 3-keto-22-epi-28-nor-
cathasterone (102) e outro cuja estrutura já era conhecida, de nome cholest-4-ene-3,6-dione 
(103). Estes dois compostos foram sujeitos a testes antitumorais contra as linhagens 
celulares tumorais HEPG-2 e HCT116, verificando-se que ambos os compostos (102 e 103) 
eram significativamente citotóxico para as duas linhagens celulares. 
 
  
Na fracção lipídica do extracto de etanol da Cystoseira hakodatensis foi determinado 
o perfil de ácidos gordos (constituído maioritariamente por ácido palmítico e com um teor 
significativo de ácidos gordos ω-3), o teor em fucoxantina e o teor de fenóis totais. Os 
autores estudaram a metabolização desta fracção no fígado de rato kk-Ay (um tipo de rato 
geneticamente obeso), pretendendo avaliar a influência desta fracção lipídica no nível de 
oxidação dos lípidos no fígado (Widjaja-Adhi Airanthi et al., 2011).  
A pesquisa bibliográfica apresentada mostra que: 
a) Pouco se conhece da composição e metabolitos secundários da Cystoseira abies-
marina e do seu potencial farmacológico; 




b) Os derivados de tetraprenil-toluquinóis e tetraprenil-toluquinonas são a família 
de compostos mais abundantes em espécie do género Cystoseira. No entanto, 
também os meroditerpenos e merosesquiterpenos de biossíntese mista estão 
presentes em grande número. 
c) Das 294 espécies pertencentes ao género Cystoseira, apenas cerca de 20 foram 
estudadas do ponto de vista fitoquímico/farmacológico sendo que alguns deles 
têm estudos muito preliminares. Assim conclui-se que existe ainda muita 




























APRESENTAÇÃO E DISCUSSÃO DOS RESULTADOS
  




2. Apresentação e discussão dos resultados 
2.1 Caracterização estrutural dos compostos isolados de Cystoseira abies-
marina 
Os compostos descritos neste capítulo foram isolados a partir dos extractos de 
diclorometano e metanol de Cystoseira abies-marina por métodos cromatográficos 
preparativos. A estrutura química dos compostos isolados foi determinada recorrendo 
principalmente a estudos de ressonância magnética nuclear (RMN) de 1H e 13C, mono e 
bidimensional, e espectrometria de massa (EM). A seguir serão apresentadas as evidências 
espectroscópicas mais relevantes, observadas nos espectros analisados e que permitira 
elucidar inequivocamente a estrutura química dos compostos. 
 
2.1.1 Composto A: ácido benzóico 
No espectro de RMN de 1H do composto A (figura 4), observam-se três grupos de sinais 
(ressonâncias a δ 7,47; 7,61 e 8,12 ppm), em forma de m, tt e dd, cujo integral corresponde 
respectivamente a 2, 1 e 2 protões e cujo desvio químico sugere tratar-se de protões 
aromáticos. 
No espectro de RMN 13C do composto A (figura 5) observa-se a presença de dois sinais com 
ressonância a δ 128,5 e 130,2 ppm, correspondentes, cada uma, à ressonância de dois 
carbonos equivalentes (a intensidade destes sinais é o dobro da de outros correspondentes 
a carbonos do mesmo tipo);  
O mesmo espectro apresenta ainda um sinal a δ 133,7 ppm, cuja intensidade é metade da 
dos sinais indicados no ponto anterior e que por isso corresponde à ressonância de um 
carbono apenas; 





                                         
Figura 4. Ampliação do espectro de RMN 1H do composto A. 
 
 
Figura 5. a) Espectro de RMN 13C do composto A.  
b) Ampliação do espectro na zona dos 120-140 ppm. 
 
A análise do espectro de correlação heteronuclear a uma ligação com detecção inversa 
(HSQC) (figura 6) mostra haver correlação entre os sinais de RMN de 1H referidos 
inicialmente (δ 7,47; 7,61 e 8,12 ppm) e os de 13C a δ 128,5, 130,2 e 133,7 ppm. Isto 
δ 8.12 ppm 
dd, J= 1.5; 8.3 
Hz 
δ 7,61 ppm 
tt, J= 1.5; 7.5 
Hz 















confirma que os carbonos cujas ressonâncias dão origem aos sinais a δ 128,5, 130,2 e 133,7 
ppm são carbonos protonados, ou seja, estão directamente ligados aos protões cujas 
ressonâncias correspondem aos sinais a δ 7,47; 7,61 e 8,12 ppm; 
 
Figura 6. a) Espectro de RMN  de HSQC do composto A. 
 
Os desvios químicos dos 3 sinais no espectro de RMN 13C (δ 128,5, 130,2 e 133,7 ppm) são 
característicos da ressonância de carbono protonado pertencentes a um anel aromático; 
Ainda no espectro de RMN 13C, a δ 129,3 ppm observa-se um sinal correspondente à 
ressonância de um carbono quaternário (significa não ligado a átomos de hidrogénio) e que, 
tendo em conta o valor do desvio químico, significa que também não está ligado a nenhum 
átomo de oxigénio. A ligação de um átomo de carbono a um átomo electronegativo como o 
oxigénio provoca no espectro de RMN o deslocamento do respectivo sinal de ressonância 
para valores de desvio químico maiores (tipicamente 140-180 ppm).  
O sinal a δ 171,5 ppm no espectro de RMN de 13C é indicativo da presença no composto A de 
um carbono quaternário fortemente influenciado pela ligação a átomos electronegativos 
como acontece num carbono de um grupo carboxílico.  





A conjugação destes aspectos estruturais sugerem que o composto A possui 6 carbonos 
aromáticos, 5 dos quais protonados, um quaternário não oxigenado, e um carbono 
carboxílico ou seja que estamos perante um anel aromático mono substituído, sendo o 
substituinte um grupo carboxílico.  
Esta estrutura é confirmada pelas conectividades observadas no espectro de correlação 
heteronuclear a longa distância, HMBC, (J= 7 Hz) e que permitiram fazer a atribuição dos 
sinais dos espectros aos átomos da estrutura do composto, cuja informação é apresentada 
na tabela 1 e na figura 7. 
Tabela 1. Conectividade observada no espectro de HMBC para o composto A. 
 
















Figura 7. Conectividades 1H/13C a longa distância observadas no espectro de HMBC do composto A. 
 
Protão δ 1H (ppm) δ 13C (ppm) 
H-3, H-5 7,47 
m  
129,3 (C) 
128,5 (CH; CH) 
H-4 7,61 
tt, J= 1,5; 7,5 Hz, 
130,2 (CH; CH) 
H-2, H-6 8,12 
dd, J= 1,5; 8,3 HZ,  
171,5 (COOH) 
133,7 (C-H) 
130,2 (CH; CH) 




No espectro de massa do composto A é visível o pico correspondente ao ião 
molecular com um átomo de sódio [M+Na]+ a uma razão massa carga (m/z) de 145, que 
permite concluir que este composto tem uma massa molecular de 122 correspondente à 




2.1.2 Composto B: cystoazores A 
A análise muito preliminar dos espectros de RMN de 1H e sobretudo de 13C (figura 8) do 
composto B mostra claramente que se trata de um composto com uma estrutura muito mais 
complexa que o composto A. De facto, o espectro de RMN 13C mostra a existência de pelo 
menos 21 átomos de carbono quimicamente não equivalentes ou seja estruturalmente 
muito diversificados (carbonos alifáticos, aromáticos, quaternários, vinílicos, grupos metino, 
metileno, metilo, ligados ou não a átomos electronegativos). 
A análise do espectro de RMN de 1H do composto B permite retirar as seguintes ilações 
quanto à sua estrutura química: 
A presença de dois grupos metoxilos (-OCH3) não equivalentes ligados a um anel aromático 
(sinais a δ 3,75 e 3,68 ppm em forma de singuleto, cujo integral corresponde a três protões 
cada, correspondentes à ressonância dos protões dos grupos metoxilo); 
Possui apenas 2 protões aromáticos e equivalentes cuja ressonância dá origem a um sinal a δ 
6,57 ppm, em forma de singuleto, e cujo integral corresponde a dois protões. 
A 





Isto leva a concluir que o composto B possui um anel aromático tetrasubstituido sendo dois 
desses substituintes os grupos metoxilo referidos anteriormente.  
 
Figura 8. Espectro de RMN de 13C do composto B. 
 
A análise do espectro de HSQC permite confirmar que cada um dos 2 protões aromáticos (δ 
6,57 ppm) está ligado a um carbono aromático cuja ressonância origina sinais a δ 112,7 e 
113,7 ppm.  
O composto B também possui na sua estrutura quatro grupos metilo (CH3) ligados a 
carbonos quaternários uma vez que a ressonância dos respectivos protões origina 4 sinais a 
δ 1,75; 2,13; 2, 12 e 2,28 ppm, em forma de singuleto, com integral proporcional a 3 protões 
cada; 
A análise do espectro de HMBC permite concluir que um dos grupos metilo está ligado ao 
anel aromático uma vez que os protões do grupo metilo estão à distância de 3 ligações do 
carbono aromático protonado cuja ressonância surge a δ 113,7 ppm. 




A existência de dois grupos cetona na estrutura do composto B é deduzida da análise do 
espectro de RMN de 13C devido à presença dos sinais a δ 199,2 e 208,2 ppm, característicos 
da ressonância de carbonos carbonílicos. 
A existência de duas duplas ligações na estrutura do composto B (para além das existentes 
no anel aromático) é deduzida a partir das seguintes evidências espectroscópicas: a) 
presença dos sinais no espectro de RMN de 1H a δ 5,45 e 6,10 ppm, desvio químico 
característico da ressonância de protões vinílicos e cujo integral corresponde a 1 protão 
cada; b) estes sinais surgem na forma de dupleto (J= 1,1 Hz) e duplo tripleto (J= 1,2 e 7,2 Hz) 
correspondendo a acoplamentos a longa distância (entre protões não adjacentes) e com 
protões não vinílicos, indicativo da presença de duplas ligações com um único protão vinílico 
cada. Constantes de 8-10 Hz ou 14-17 Hz são característicos de duplas ligações com 2 
protões vinílicos cada, em configuração cis ou trans respectivamente; c) o espectro de HSQC 
mostra que estes sinais (δ 5,45 e 6,10 ppm) têm correlação com os sinais de 13C a δ 127,7 e 
122,7 ppm ou seja com desvios químicos característicos de carbonos protonados vinílicos;  
A presença de vários grupos CH2 alifáticos (grupo metileno) é deduzida da presença de sinais 
no espectro de 1H a desvios químicos entre δ 1-3,5 ppm, com integral correspondente a 2 
protões cada e que o espectro de HSQC mostra terem correlação, a 1 ligação, com os sinais 
de 13C entre 16-55 ppm. 
Pelo exposto conclui-se que o composto B possui na sua estrutura um anel aromático 
tetrasubstituído em que os substituintes são 2 grupos metoxilo, 1 grupo metilo, e uma 
cadeia carbonada longa; Esta cadeia carbonada é composta por grupos metilo (CH3), 
metileno (CH2), vinílico (HC=C) e grupos carbonilo (C=O). 
A posição relativa de cada um dos grupos estruturais apresentados na estrutura do 
composto B foi determinada através da análise exaustiva do espectro de COSY, que mostra 





os acoplamentos entre protões adjacentes, e pelas conectividades exibidas no espectro 
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Figura 9. Conectividades 1H/13C a longa distância observadas no espectro de HMBC do composto B. 
 
A presença de ligações duplas levanta a questão da determinação da sua configuração. 
Uma vez que são ligações duplas com um único protão vinílico cada, não é possível deduzir a 
configuração da ligação dupla a partir da constante de acoplamento exibida pelo protão 
vinílico em cada dupla ligação. 
Assim, só é possível determinar a configuração das duplas ligações recorrendo à análise do 
espectro de RMN de NOESY que mostra as proximidades espaciais dos vários átomos de 




         
Figura 10. Efeitos de NOE observados no espectro de NOESY do composto B. 
 
Os efeitos NOE observados no espectro de RMN de NOESY e que são relevantes para a 
determinação da configuração das ligações duplas estão indicadas na figura abaixo (figura 




10). Conclui-se assim que as duas ligações duplas têm configuração E uma vez que é aquela 
em que os grupos de maior prioridade estão para lados opostos da ligação dupla. 
Conjugando todos estes dados com os dados de espectrometria de massa cujo espectro 
mostra um pico a m/z 395,correspondente ao ião [M+Na]+ podemos concluir que este 
composto tem massa molecular 372 correspondente à fórmula C23H32O4. O conjunto dos 
dados estruturais apresentados até aqui, permite concluir que a estrutura do composto B é a 
apresentada abaixo e cujo nome IUPAC é (6E,10E)-12-(2,5-dimetoxi-3-metilfenil)-6,10-
dimetildodeca-6,10-dieno-2,8-diona. Após pesquisa exaustiva verificou-se que esta é a 1ª 
vez que um composto com esta estrutura foi isolado e caracterizado. Trata-se assim, de um 
composto novo ao qual foi atribuído o nome comum cystoazores A. No entanto, um 
composto muito semelhante a este, já foi isolado da Cystoseira abies-marina, cystomexicona 





Embora o nome do composto B segundo a nomenclatura IUPAC não o reflicta, em termos de 
biossíntese este é um composto de biossíntese mista, derivado de sesquiterpeno que perdeu 
um carbono (daí dizer-se ser um norsesquiterpeno) e que tem um anel aromático como 
substituinte. 
 





2.1.3 Composto C: cystoazores B  
Os espectros de RMN de 1H e 13C do composto C são muito idênticos aos do composto B, 
evidenciando uma estrutura semelhante. Assim, identificam-se os sinais correspondentes a 
ressonância dos protões e carbonos pertencentes a um anel aromático tetrasubstituído 
(tendo como substituintes dois grupos metoxilo, um grupo metilo e uma cadeia carbonada 
de catorze carbonos), dois grupos carbonilo, três grupos metilo, dois sistemas vinílicos e 
cinco grupos metileno.  
A análise dos espectros de massa mostra um pico a m/z 395, correspondente ao ião [M+Na]+ 
permitindo concluir que este composto tem massa molecular 372 correspondente à fórmula 
C23H32O4. Confirma-se assim que o composto B e C apresentam a mesma fórmula molecular, 
ou seja, trata-se de dois compostos isómeros. 
As diferenças nos espectros de RMN de 1H e 13C restringem-se a: a) desaparecimento dos 
sinais correspondentes à ressonância do grupo metilo ligado ao carbono 6 da cadeia 
principal (6-CH3) e do sinal correspondente a ressonância do grupo metileno na posição 5 da 
cadeia principal; b) ao aparecimento de um dupleto a δ 1,87 ppm (J= 1,2 Hz) cujo espectro 
de HSQC mostra ter correlação com o sinal de RMN 13C a δ 25,2 ppm correspondente a um 
grupo metilo; e ao aparecimento de um tripleto a δ 2,56 ppm (J= 7,9 Hz) correspondente a 
ressonância dos protões de um grupo metileno e cujo espectro de HSQC mostra ter 
correlação com sinal de RMN 13C a δ 32,8 ppm. 
As evidências referidas atrás mostram que a diferença entre os compostos se reflecte 
apenas nos desvios químicos de um grupo metilo e um grupo metileno, ambos substituintes 
de um sistema vinílico, ou seja que essa diferença está no arranjo espacial dos referidos 
substituintes.  




A análise das conectividades exibidas no espectro de HMBC (figura 11) permitiu o 
assinalamento inequívoco dos carbonos e protões do composto C, confirmando que os 



















Figura 11. Conectividades 1H/13C a longa distância observadas no espectro de HMBC do composto C.  
 
A análise do espectro de RMN de NOESY evidenciou os efeitos NOE indicados na figura 12. 
Esta figura mostra claramente que no composto C, o sistema vinílico C6=C7, exibe uma 
configuração Z, em oposição à configuração E que ficou estabelecida para o sistema vinílico 







Figura 12. Efeitos de NOE observados mo espectro de NOESY do composto C. 
 





Conjugando todos estes dados fica identificado o composto C com o nome IUPAC (6Z,10E)-
12-(2,5-dimetoxi-3-metilfenil)-6,10-dimetildodeca-6,10-dieno-2,8-diona. Após pesquisa 
exaustiva verificou-se que esta é a 1º vez que um composto com esta estrutura foi isolado e 
caracterizado. Trata-se assim, de um composto novo ao qual foi atribuído o nome comum 
cystoazores B e cuja estrutura está representada abaixo. 
 
2.1.4 Composto D: cystoazorona A 
Relativamente ao composto D, a análise espectroscópica mostra a presença de muitos 
elementos estruturais idênticos aos exibidos pelos compostos B e C. A análise dos espectros 
de RMN de 1H e 13C, confirma que o composto D possui um anel aromático tetrasubstituido, 
dois sistemas vinílicos, um grupo metilo ligado a cada um dos sistemas vinílicos e um grupo 
carbonilo, em tudo idênticos aos já descritos para os compostos B e C. 
No entanto, a análise dos espectros de massa mostram que o composto D possui uma massa 
molecular de 472 ([M+Na]+ a m/z495) compatível com a fórmula molecular C29H44O5 
revelando que o composto D possui mais 5 carbonos e 2 oxigénios que os compostos B e C. 
Ou seja, o composto D não é um composto isómero dos anteriores. 




A conjugação dos dados anteriores permitem concluir estarmos na presença de um 
composto que possui uma cadeia carbonada de 20 carbonos, em vez de 15 existentes nos 
compostos B e C, evidenciando que o composto D é um derivado de diterpeno e não de um 
sesquiterpeno. 
As diferenças estruturais entre o composto D e os anteriores são identificadas pelas 
seguintes evidências espectroscópicas: 
O espectro de RMN 13C do composto D mostra que na sua estrutura apenas está presente 
um grupo carbonilo (um só sinal na zona do espectro característico da ressonância de 
carbonos carbonílicos a δ 199,5 ppm) em vez de 2 grupos carbonilo identificados nas 
estruturas dos compostos B e C; 
O espectro de RMN de 1H exibe sinal a δ 3,31 ppm em forma de duplo dupleto (J= 1,8 e 8,6 
Hz), que mostra ter, no espectro de HSQC, correlação com o sinal de RMN 13C a δ 78,0 ppm. 
O espectro de RMN 13C possui ainda um sinal δ 73,0 ppm que não exibe correlação com 
qualquer sinal de ressonância de protão. Estes dois dados conjugam-se no sentido de o 
composto D possuir dois carbonos alifáticos ligados a átomos electronegativos como o 
oxigénio, sendo um deles um carbono protonado e o outro um carbono quaternário; 
Os espectros de RMN de 1H e 13C, conjugados com a informação do espectro de HSQC 
indicam a presença de um protão pertencente a um sistema insaturado (δH 5,13 ppm, m; δC 
123,7 ppm), e um grupo metilo (δH 1,61 ppm, d, J=0,8 Hz; δC 15,9 ppm) ligado a esse sistema 
insaturado (informação obtida por análise do espectro de HMBC) que não existiam nos 
compostos B e C; 
A análise conjunta dos espectros de RMN de 1H e 13C e HSQC revelam a existência de vários 
grupos metileno e dois grupos metílicos alifáticos para além dos identificados como 
idênticos aos existentes nos compostos B e C. 





O número de sinais de RMN de 1H e a sua multiplicidade, aliada à consequente sobreposição 
dos mesmos, implicaram uma grande complexidade do espectro e dificultaram bastante o 
assinalamento inequívoco de todos os carbonos e protões da estrutura. 
Apesar disso, a localização relativa da grande maioria das unidades estruturais identificadas 
como pertencentes à estrutura do composto D, foi possível através da análise exaustiva do 

















Figura 13. Conectividades 1H/13C a longa distância observadas no espectro de HMBC do composto D. 
 
A caracterização inequívoca da estrutura só ficou concluída através da análise conjunta dos 
dados indicados na figura anterior (Fig.13) e a análise do espectro de RMN 2D de COSY 
(mostra os acoplamentos 1H-1H adjacentes) indicados na figura 14. 
 
 
Figura 14. Acoplamentos homonucleares observados no espectro de COSY para parte da estrutura D. 
 
Só foi possível estabelecer a configuração de cada um dos três sistemas vinílicos por análise 
do espectro de RMN de NOESY. O efeito de NOE observado evidência que todos os sistemas 




vinílicos C2=C3; C6=C7 e C10=C11 do composto D exibem uma configuração E como mostra a 
figura 15 abaixo apresentada. 
A configuração relativa dos grupos hidroxilo foi também estabelecida por análise do 
espectro de NOESY, tendo-se concluído que o centro quiral C-14 tem uma configuração 
relativa S. 
 
Figura 15. Efeitos NOE observados no espectro de NOESY do composto D. 
 
Todos estes dados permitem identificar o composto D com o nome IUPAC (14S*,2E,6E,10E)-
14,15-dihidroxi-1-(2,5-dimetoxi-3-metilfenil)-3,7,11,15-tetrametilhexadeca-2,6,10-trien-5-
ona, cuja estrutura está abaixo representada. Após aturada pesquisa bibliográfica, verifica-se 
que esta é a primeira vez que este composto é isolado, ou seja, trata-se de um composto 
novo ao qual se atribuiu o nome comum cystoazorona A. 
 
 





2.1.5 Composto E: cystoazorona B 
No que respeita à análise espectroscópica do composto E, este evidencia inúmeras 
semelhanças com o composto D. Uma análise dos espectros de RMN de 1H e 13C permite 
confirmar essas semelhanças: a presença de um anel aromático tetrasubstituido, os três 
sistemas vinílicos, um grupo metílico ligado a cada um dos sistemas vinílicos, um grupo 
carbonilo e dois metilos terminais). A análise dos espectros de massa mostram que o 
composto E possui uma massa molecular de 488 (pico a m/z 511 correspondente ao ião 
[M+Na]+) compatível com a fórmula molecular C29H44O6 revelando que o composto E possui 
mais um oxigénio que o composto D. Uma vez que o número de hidrogénios é idêntico nos 
dois compostos conclui-se que o composto E possui mais um grupo hidroxilo que o 
composto D. Assim sendo, o composto E, à semelhança do composto D, é um derivado de 
diterpeno mas com maior grau de oxigenação. 
Através da análise exaustiva do espectro de RMN de HMBC (conectividades observadas 
indicadas na figura 16) e do espectro de RMN de COSY (acoplamentos indicados na figura 17) 
foi possível determinar a localização relativa da grande maioria das unidades estruturais 



















Figura 16. Conectividades 1H/13C a longa distância observadas no espectro de HMBC do composto E. 
 





Figura 17. Acoplamentos homonucleares observados no espectro de COSY para parte da estrutura E. 
 
A configuração dos três sistemas vinílicos C2=C3; C6=C7 e C10=C11 no composto E, foi 
estabelecida por comparação dos desvios químicos e multiplicidades dos sinais 
correspondentes à ressonância dos protões vinílicos e adjacentes nos espectros dos 
compostos D e E, tendo-se concluído que todos os sistemas vinílicos têm uma configuração 
E. 
A configuração relativa dos centros quirais não foi estabelecida por falta do espectro de 
RMN de NOESY. 
Todos estes dados conjugados permitem identificar o composto E com o nome IUPAC 
(2E,6E,10E)-12,14,15-trihidroxi-1-(2,5-dimetoxi-3-metilfenyl)-3,7,11,15-tetrametilhexadeca-
2,6,10-trien-5-ona, cuja estrutura está apresentada abaixo. 
Após pesquisa adequada, verifica-se que este composto foi isolado pela primeira vez, ou 
seja, trata-se de um composto novo ao qual se atribuiu o nome comum cystoazorona B. 
 
  





2.2 Resultados das actividades biológicas dos compostos isolados de 
Cystoseira abies-marina 
 
2.2.1 Actividade antitumoral 
O efeito inibitório de crescimento e a citotoxicidade dos compostos isolados foram 
determinados expondo as linhagens celulares HeLa (linhagem tumoral) e Vero (linhagem não 
tumoral), em fase lag e log de crescimento celular, a concentrações diferentes, até um 
máximo de 40 µg/mL. O resultado de ambas as actividades foi expressa em termos de EC50 
(concentração de composto que provoca 50% de mortalidade celular). Os resultados obtidos 
são apresentados na tabela 2. 
Como se pode verificar na tabela 2, no teste para inibição de crescimento (fase lag), o 
composto que mostrou ser mais activo foi o cystoazorona A (composto D) com um EC50= 
10,2 ± 0,19 µg/mL para a linhagem celular HeLa e um EC50= 16,7 ± 0,08 µg/mL para as células 
Vero. Apesar do EC50 de ambas as linhagens serem relativamente baixos, verifica-se uma 
diferença de sensibilidade entre as duas linhagens, com um IS (índice de selectividade, 
definido como EC50Vero/EC50HeLa) = 1,64, indicando assim um efeito mais pronunciado sobre a 
linhagem tumoral. Se analisarmos o efeito do mesmo composto quando adicionado às 
células em fase log, ou seja, a sua citotoxicidade para as células em crescimento 
exponencial, os valores de EC50 para as células HeLa e Vero são de 2,8 ± 1,16 e 6,9 ± 0,52 
µg/mL, respectivamente, ou seja, não só o índice de selectividade é maior (IS=2.46), mas as 
células apresentam uma maior sensibilidade à presença do composto. O cystoazores A 
(composto B) é o segundo composto mais activo e no teste de inibição apresenta um EC50= 
25,0± 1,28 µg/mL para as células HeLa e EC50= 28,0± 1,74 µg/mL para as células Vero. No 




teste de citotoxicidade o cystoazores A mostrou ser mais activo que no teste anterior com 
um EC50 mais baixo (17,3 ± 1,64 µg/mL e 16,5 ± 5,30 µg/mL para as células HeLa e Vero, 
respectivamente). Verificou-se uma menor actividade no cystoazores B (composto C) sendo 
que o seu EC50 para a citotoxicidade foi de 20,1 ± 1,67 µg/mL para as HeLa e 22,1 ± 1,84 
µg/mL para as Vero. O ácido benzóico e o cystoazorona B (compostos A e E 
respectivamente) foram os que apresentaram menos actividade ultrapassando o limite 
estabelecido como concentração máxima testada (EC50>40 µg/mL) em ambos os testes nas 
duas linhagens.  
 
Tabela 2. Actividade inibidora de crescimento celular e citotoxicidade dos compostos isolados 
de Cystoseira abies-marina contra as linhagens celulares HeLa e Vero. 
Compostos 
Inibição EC50 (µg/mL)
a Citotoxicidade EC50 (µg/mL)
b 
HeLa Vero HeLa Vero 
Ácido Benzóico >40 >40 >40 >40 
Cystoazores A 25± 1,28 28± 1,74 17,3 ± 1,64 16,5 ± 5,30 
Cystoazores B 32,0 ± 8,40 >40 20,1 ± 1,67 22,1 ± 1,84 
Cystoazorona A 10,2 ± 0,19 16,7 ± 0,08 2,8 ± 1,16 6,9 ± 0,52 
Cystoazorona B >40 >40 >40 >40 
aTaxol foi usado como controlo positivo no teste de inibição (EC50 = 0,12 ± 0,073 contra 
HeLa e 0,18 ± 0,036 contra Vero).  
bTaxol foi usado como controlo positivo no teste de citotoxicidade (EC50 = 0,06 ± 0,005 
contra HeLa e 0,03 ± 0,014 contra Vero).  
 
Globalmente, pode-se verificar que os compostos cystoazores A, cystoazores B e 
cystoazorona A apresentaram maior actividade para as células tumorais HeLa quando 
comparadas com a linhagem não tumoral de referência, sendo o maior índice de 





selectividade IS encontrado em cystoazorona A. Apesar de este não ser um valor muito 
elevado, saliente-se que é comparável ao de alguns dos agentes quimioterápicos 
actualmente utilizados, como por exemplo o Taxol, com IS=1.5 (Tabela 2), ou o Tamoxifen, 
com um IS=1.29 (Badisa et al., 2009). O anel aromático não parece ser determinante para a 
actividade, uma vez que existe nos quatro meroditerpenos, quer sejam mais quer menos 
activos. Comparando o cystoazorona A com o cystoazorona B, é possível que a introdução do 
grupo OH na posição 12 seja um factor determinante para a perda de actividade, embora 
sejam necessários mais estudos para estabelecer relações estrutura / actividade.   
Por outro lado, deve-se realçar a maior sensibilidade apresentada pelas células em 
fase log de crescimento quando comparadas com as células em fase lag, evidenciada pela 
diferença dos valores de EC50 de inibição de crescimento e citotoxicidade, respectivamente. 
Sendo a inibição de crescimento (fase lag) determinada por exposição das células ao 
composto na fase inicial de crescimento, estará a testar-se principalmente o efeito a nível da 
adesão celular ao substrato, nomeadamente no que diz respeito à expressão de moléculas 
de adesão como as E-cadherins (Bahrawi & Pignatelli, 1998). No que diz respeito às células 
em fase log, está-se a testar o efeito a nível de diversos mecanismos relacionados com a 
divisão celular, que também são detectáveis nos ensaios anteriores, mas são mais evidentes 
os agentes que provocam a apoptose das células, como é o caso da Actinomicina D ( Bock et 
al., 2002). 
 
2.2.2 Actividade antioxidante 
O método do DPPH permite avaliar a capacidade que um composto tem na captação 
de radicais livres e espécies reactivos de oxigénio. Deste modo, podemos dizer que todos os 
compostos testados possuem alguma actividade, sendo que uns mais activos que outros. A 




concentração máxima testada foi igual para todos os compostos e padrões (500 µg/mL), no 
entanto, não foi possível calcular o EC50, uma vez que nenhum dos compostos atingiu 50% 
de poder antioxidante. Como tal, os resultados estão expressos em percentagem de poder 
antioxidante à máxima concentração testada. Como se pode verificar na figura 18, o 
cystoazorona A e cystoazorona B (compostos D e E respectivamente) foram os que 
apresentaram uma actividade mais elevada com 28,5 e 30,1 %, respectivamente. Abaixo dos 
10% de actividade surgem os restantes três compostos, o cystoazores A, o cystoazores B e o 
ácido benzóico (compostos A, B e C, respectivamente). Comparando os valores de % de 
poder antioxidante dos compostos testados relativamente aos padrões trolox e quercetina 
(cuja actividade está entre os 70 e 80 %), conclui-se que os compostos não parecem ser 
promissores como antioxidantes. No entanto, quando comparados com o padrão BHT 
(composto frequentemente utilizado como antioxidante na indústria alimentar), a 
perspectiva muda e verifica-se que os valores obtidos para a cystoazorona A e cystoazorona 
B podem ser considerados elevados, uma vez que os seus valores são mais do dobro 
relativamente ao BHT. Assim, os resultados sugerem que, pelo menos como antioxidantes 
industriais (em oposição a antioxidantes em sistemas in vivo), os compostos cystoazorona A 
e cystoazorona B parecem ser úteis. 
 






Figura 18. Actividade antioxidante dos compostos isolados de Cystoseira abies-marina expressa em 
percentagem. Como controlo para esta actividade foram utilizados os padrões (Trolox, Quercetina e 
BHT). A concentração utilizada neste ensaio, quer para os compostos quer para os padrões, foi de 
500 µg/mL. 
 
2.2.3 Actividade anticolinesterásica 
Neste ensaio, foram utilizadas duas concentrações (125 µg/mL e 62,5 µg/mL), o α-
pineno foi utilizado como padrão para a inibição da enzima acetilcolinesterase. Não foi 
possível determinar o IC50 (concentração que provoca 50 % de inibição), pois nenhum dos 
compostos testados conseguiu atingir 50 % de actividade inibitória para as concentrações 
testadas, portanto, os resultados foram expressos em percentagem de inibição a estas duas 
concentrações. Como se pode verificar na figura 16, os compostos que apresentam maior 
actividade de inibição são o cystoazores A (composto B) e o cystoazores B (compostos C), 
com 37,2 e 38,1 %, respectivamente, na concentração mais elevada. Tendo em conta que o 
valor do α-pineno nesta mesma concentração é de 49,5 %, pode dizer-se que estes dois 
compostos são promissores como inibidores da acetilcolinesterase. Com actividade 
moderada apresentam-se os restantes compostos testados, o cystoazorona A (26%), o 

























na concentração mais elevada. Ainda na figura 19, podemos também verificar que a 
percentagem de inibição é dependente da concentração. 
 
Figura 19. Efeito antilcolinesterásico dos compostos isolados de Cystoseira abies-marina expressa em 
percentagem. O α-pineno foi utilizado como controlo para esta actividade.  
 
2.2.4 Actividade anti-inflamatória  
2.2.4.1 COX-1 e COX-2 
Os anti-inflamatórios não esteróides têm como mecanismo a inibição da actividade 
das cicloxigenases, impedindo assim a síntese de eicosanoides pela via metabólica da 
cascata do ácido araquidónico, o que faz parte do processo inflamatório. A cicloxigenase tem 
duas isoformas, uma constitutiva, a COX-1 e outra induzida pelo processo inflamatório, a 
COX-2. São preferíveis os medicamentos que actuem como inbidores selectivos da COX-2, 
uma vez que a COX-1 é responsável por funções fisiológicas importantes (Botting, 2006). Dos 
resultados obtidos (figura 20), pode-se verificar que, no que respeita à inibição da COX-1, o 
ácido benzóico, o cystoazorona A e o cystoazorona B (compostos A, D e E, respectivamente) 
foram os compostos que apresentaram ser inibitórios deste enzima, o que se poderá 
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traduzir em efeitos secundários negativos, ao inibir a formação de prostaglandinas de 
importância fisiológica. Em oposição a estes estão os compostos cystoazores A e cystoazores 
B (compostos B e C) que estimularam a actividade deste enzima. No que diz respeito à COX-2 
o ácido benzóico, o cystoazores B e o cystoazorona B (compostos A, C e E, repectivamente) 
foram os compostos que mostraram elevada inibição, seguindo-se o cystoazores A  
(composto B) com uma inibição moderada deste enzima e por último, o cystoazorona A 
(composto D) foi o único composto que mostrou ter um comportamento diferente, ou seja, 
com uma actividade bastante elevada, mas como pró-inflamatório. Os compostos que 
parecem ter características mais positivas como anti-inflamatórios são o cystoazores A e 
cystoazores B, uma vez que se comportam como inibidores selectivos da COX-2, tendo 
conhecimento de que estas substâncias apresentam um menor risco de toxicidade intestinal 
quando comparados com os AINEs tradicionais (Charlier & Michaux, 2003). 
 
Figura 20. Actividade anti-inflamatória por inibição da cicloxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2) dos 



















Os inibidores da lipoxigenase 15-LOX podem ter um papel importante na terapêutica 
de alguns processos patológicos que envolvem inflamação, como a aterosclerose (Walther et 
al., 1999) Dos resultados obtidos pelo ensaio da 15-LOX, (figura 21) pode-se verificar que 
apenas o cystoazorona A (composto D) possui alguma actividade contra este enzima (cerca 
de 35,5 % de actividade numa concentração de 50 µg/mL), embora o cystoazores A 
(composto B) também tenha exibido alguma actividade mas com uma percentagem muito 
mais baixa (3,6 %, numa concentração de 100 µg/mL). A figura 21 permite verificar que a 
diferentes concentrações, o comportamento dos compostos testados diferem, sendo que, 
podem funcionar como anti-inflamatórios (nos dois casos referidos acima), e como pró-
inflamatórios (os restantes casos).   
 
Figura 21. Actividade anti-inflamatória por inibição da lipoxigenase dos compostos isolados de 
Cystoseira abies-marina, expressa em percentagem. Nesta actividade foi utilizado como solução 
padrão a quercetina. 
 
Estes compostos não parecem, assim, ser candidatos a uma terapia de inibição dupla COX-
2/15-LOX, que lhes conferiria potencialidades no tratamento de diversas doenças crónicas 
com um componente inflamatório, como o cancro e a aterosclerose.  
 















2.3 Discussão dos resultados das actividades biológicas 
As algas castanhas têm mostrado uma enorme capacidade de produzir metabolitos 
secundários muito diferentes no que diz respeito à sua estrutura química e à sua 
funcionalidade.  
Em estudos anteriores da espécie Cystoseira abies-marina, um extracto de 
diclorometano demonstrou actividade de inibição do crescimento contra a linhagem celular 
HeLa (Barreto et al. 2012). Outros estudos revelaram que extractos de acetato de etilo e de 
clorofórmio de Cystoseira crinita (Mhadhebi et al., 2011a) e Cystoseira sedoides (Mhadhebi 
et al., 2011b) apresentavam um poder antiproliferativo elevado. Há também algumas 
referências a compostos com propriedades antitumorais isolados de algas deste género. 
Segundo Norte et al., (1993) o meroditerpeno claraenona, isolado de Cystoseira sp., 
demostrou ter actividade antitumoral contra a linhagem celular tumoral P-388. Os 
compostos cystoazorona A e cystoazorona B (compostos D e E) isolados no presente 
trabalho pertencem à mesma família, sendo que o cystoazorona A foi o que se mostrou mais 
activo na inibição e citotoxicidade contra as células tumorais HeLa, apresentando, no 
entanto, uma menor selectividade entre as linhagens HeLa e Vero do que a referida por 
Barreto et al. (2012) para o extracto de diclorometano de Cystoseira abies-marina. Outras 
famílias de compostos do género Cystoseira também exibiram actividade antitumoral, como 
por exemplo: o mediterraneol extraído de Cystoseira mediterranea que possui uma 
capacidade inibitória da divisão celular (Francisco et al. 1985a); os meroditerpenos: 
usneoidona E, usneoidona Z, usneoidol E e usneoidol Z de Cystoseira usneoides, sendo que 
os dois primeiros foram testados contra as linhagens celulares P-388, A-549, HeLa e B-16, e 
os restantes dois testados contra a linhagem P-388, mostrando-se activos (Urones et al., 
1992a; Urones et al., 1992b); e ainda cinco compostos derivados de tetraprenil-toluquinol 




que apresentaram uma actividade moderada no seu efeito citotóxico contra as linhagens 
celulares tumorais HM02, HepG2 e MCF-7 (Fischet al., 2003). As algas do género Cystoseira 
parecem assim ter potencial na pesquisa de substâncias com actividade antitumoral, 
estando ainda em curso a continuação da caracterização fitoquímica de Cystoseira abies-
marina, que poderá resultar na identificação de outros compostos com elevada actividade. 
As algas marinhas podem ser uma importante fonte de sustâncias naturais 
antioxidantes (Rocha et al., 2007). Mhadhebi et al. (2011a), relata no seu estudo, compostos 
que foram identificados como antioxidantes, como por exemplo enzimas protectoras 
(Nakano et al., 1995), o ácido ascórbico (Morgan et al., 1980), antioxidantes lipofílicos 
(Takamatsu et al. 2003), os florotaninos (Jimenez-Escriget al., 2001) e as catequinas (Yoshie 
et al., 2000). Segundo Rocha et al. (2007), meroditerpenos isolados de algas do mar 
Mediterrâneo do género Cystoseira são análogos aos tocoferóis e, portanto, com potencial 
para uma boa actividade antioxidante. Como tal, fizeram uma avaliação das propriedades 
dessas substâncias como quelantes de 1O2 através de vários testes, nos quais se mostraram 
activos (Foti et al., 1994). Ruberto et al. (2001), descreve no seu estudo que extractos 
lipídicos de oito espécies do género Cystoseira, no que diz respeito ao seu poder 
antioxidante, apresentam um potencial diferenciado entre as espécies de acordo com o 
conteúdo em tetraprenilquinóis, sendo que quanto mais rica é a espécie em 
tetraprenilquinóis, maior o seu poder antioxidante. Extractos de acetato de etilo e de 
clorofórmio de Cystoseira crinita e de Cystoseira sedoides possuem uma elevada actividade 
antioxidante no método DPPH (Mhadhebi et al., 2011a; Mhadhebi et al., 2011b). Assim 
como, Fisch et al. (2003), verificou o poder antioxidante dos 5 compostos derivados de 
tetraprenil-toluquinóis já referidos anteriormente com actividade antitumoral, concluindo 
que todos eles possuíam elevada actividade antioxidante (quando comparados com BHT e α-





tocoferol). No estudo de Zubia et al. (2009), um extracto da Cystoseira tamariscifolia foi 
classificado como sendo um potencial antioxidante, com valores semelhantes ao α-tocoferol 
(composto usado como referência). Como já foi referido, os compostos cystoazores A e 
cystoazores B (compostos B e C) foram aqueles que apresentaram uma actividade 
antioxidante mais elevada de entre os testados neste trabalho. Comparando com o estudo 
preliminar a este, em que a actividade antioxidante de Cystoseira abies-marina era superior 
quer na fracção de hexano do extracto metanólico quer no extracto de diclorometano 
(Barreto et al., 2012), (EC50= 137,2 ± 8,26 e 329.5 ± 18.61 µg/mL, respectivamente), pode-se 
concluir que muito provavelmente os compostos responsáveis por essa actividade podem 
ser os que foram isolados neste estudo, uma vez que estes compostos estão distribuídos nos 
vários extractos fraccionados vindo da colecção de Outono e Inverno. 
Apenas alguns trabalhos têm sido relatados sobre as actividades da 
acetilcolinesterase, no que respeita à sua inibição usando algas. Recentemente, Ghannadi et 
al. (2013), estudou 11 algas, nas quais duas delas pertenciam à família Cystoseira, 
(Cystoseira indica e a Cystoseira merica), que mostraram uma actividade moderada na 
inibição da enzima acetilcolinesterase. Sabe-se que as principais classes de compostos 
descritos como possuindo actividade acetilcolinesterásica são os alcalóides, glicosídeos e 
terpenos (Ghannadi et al., 2013). No entanto, o facto de algas deste género serem 
activamente evitadas pelos predadores (Granado e Caballero, 2001), aponta para a 
probabilidade de existirem compostos com esta característica, uma vez que um dos 
mecanismos de defesa anti-predação consiste em sintetizar compostos que paralisam os 
predadores por inibição deste enzima. 
A inibição da produção de prostaglandinas pela via da COX permite uma diminuição 
da resposta inflamatória em doenças crónicas como cancro, asma, artrite reumatóide e nas 




doenças auto-imunes (Harizi et al., 2008; Masresha et al., 2012). Já a inibição da produção 
de hidroperóxidos pela via da 15-LOX promove uma redução da acumulação celular de 
lípidos e das citocinas pró-inflamatórias na aterosclerose (Walther et al., 1999). Portanto, a 
inibição da biossíntese destes mediadores inflamatórios pelo bloqueio das enzimas COX e 
LOX poderá representar uma importante alternativa no tratamento de muitos estados 
patológicos que têm por base uma resposta inflamatória. A inibição preferencial da COX-2 
sobre a COX-1 aliada à inibição da 15-LOX é de interesse actual no desenvolvimento de 
novos agentes anti-inflamatórios (Charlier & Michaux, 2003; Reddy et al., 2008). Embora os 
estudos referentes ao género Cystoseira sobre o seu poder anti-inflamatório sejam muito 
poucos, Mahdhebi et al., (2011a) relata na sua investigação que extractos de acetato de 
etilo, clorofórmio e metanol de Cystoseira crinita revelaram ser muito promissores, assim 
como as fracções de clorofórmio e acetato de etilo da Cystoseira sedoides, que também 
mostraram ser uma potencial fonte de compostos naturais com actividade anti-inflamatória 















2.4 Conclusões e perspectivas futuras 
O estudo fitoquímico da macroalga Cystoseira abies-marina (que ainda está muito no 
início) permitiu isolar e caracterizar completamente 5 compostos (o ácido benzóico, 2 
derivados acíclicos de norsesquiterpenos com um substituinte tipo toluquinol e 2 derivados 
de diterpenos acíclicos também com substituinte tipo toluquinol). O mais extraordinário é, 
em 5 compostos isolados, 4 deles serem compostos naturais com estruturas químicas nunca 
antes identificadas, confirmando o enorme potencial desta alga. 
Dos cinco compostos isolados desta alga, verifica-se que o composto cystoazorona A 
é um composto bastante activo no que respeita a actividade antitumoral. Já na actividade 
antioxidante os compostos que se realçaram com maior poder antioxidante foram o 
cystoazorona A e o cystoazorona B. No que respeita ao poder inibitório do enzima 
acetilcolinesterase, o cystoazores A e cystoazores B foram compostos os mais activos. 
Quanto aos anti-inflamatórios concluímos que a dose aplicada pode variar o efeito, isto é, ou 
os compostos se comportam como anti-inflamatórios ou como pró-inflamatórios. No geral, 
como anti-inflamatório apresentaram maior actividade o ácido benzóco, o cystoazorona A e 
o cystoazorona B. 
Este foi apenas um estudo ainda muito preliminar, no que diz respeito à quantidade 
de compostos naturais que esta alga marinha consegue sintetizar. 
Em conclusão, poderá dizer-se que a macroalga Cystoseira abies-marina tem 
potencial como fonte de novos compostos naturais bioactivos com aplicações 
farmacológicas diversificadas. 
Futuramente, pretende-se continuar a pesquisa de mais compostos, quer dentro 
desta espécie quer noutras que sejam abundantes nos Açores, como Fucus spiralis, bem 
como alargar o screeening das actividades como por exemplo, testar oscompostos com mais 




actividade antitumoral e através da técnica de microscopia de fluorescência, utilizando 
corantes vitais (Hoechest, Dapi, BCECF, anexina V, Iodeto de propídio) perceber de que 
forma este compostos afectam as células (necrose ou apoptose) bem como através de testes 
de via das caspases, verificar de que forma ou por que via este composto poderá provocar 
morte celular nas células. 
Tão importante como determinar a forma de acção destes compostos, é também 
importante a realização de mais estudos para se poder estabelecer uma relação estrutura / 
actividade do composto. 
Também se pretende, realizar testes antimicrobianos, com bactérias gram positivas e 
gram negativas, a fim de encontrar algum composto que seja capaz de inibir o crescimento 
bacteriano ou capaz de actuar como antibiótico (ou seja, capacidade que o composto pode 
ter em interagir com estes microorganismos matando-os ou inibindo o seu metabolismo 





































































3. Parte experimental 
3.1 Condições experimentais usados no isolamento dos compostos A-E 
 
3.1.1 Solventes utilizados 
Os solventes (diclorometano e metanol) utilizados na obtenção dos extractos eram 
analiticamente puros. Os solventes utilizados no fraccionamento dos extractos, quer por 
partição líquido/líquido quer por cromatografia, eram bidestilados (n-hexano, 
diclorometano, clorofórmio, acetona e metanol) sendo que os restantes foram solventes 
puros. O solvente usado no registo dos espectros de RMN foi o clorofórmio deuterado 
(CDCl3) com 0,03% de TMS.  
 
3.1.2 Tipos de sílica usados nas cromatografias 
Os sistemas de eluentes usados nos fraccionamentos por cromatografia preparativa, foram 
optimizados usando cromatografia em camada fina analítica, em folhas plastificadas 
revestidas de sílica gel com indicador 60 GF254 da Merck. 
Nas purificações por cromatografia de camada fina preparativa foram utilizadas placas de 
vidro, (20x20 cm), previamente revestidas com uma camada de sílica gel 60 GF254 da Fluka, 
com espessura de 500 µm e activadas a 110 ◦C durante 12 horas. A localização das manchas 
correspondentes à presença de compostos nas placas foi conseguida por observação das 
mesmas à luz ultravioleta a 254 e/ou 365 nm.   
Os fraccionamentos por cromatografia preparativa em coluna foram efectuados usando 
como fase estacionária sílica gel 60, 230-400 Mesh da Acne Synthetic Chemicals. 
 





3.1.3 Equipamento usado 
a) Espectro de RMN 
Os espectros de RMN de 1D (1H e de 13C) e 2D (COSY, HSQC, HMBC, NOESY) foram obtidos 
num aparelho Bruker Avance 300 operando a uma frequência de ressonância de protão de 
300,13 MHz e 75,47 MHz para 13C). Os desvios químicos são expressos em δ (ppm) 
relativamente ao tetrametilsilano (TMS) usado como padrão interno. As constantes de 
acoplamento (J) foram expressas em Hz.  
O espectro de massa foi obtido num espectrómetro de massa Q-TOF2, por electrospary em 
modo positivo (ESI (+)),operando com o cone a 30 V. 
 
3.1.4 Análise da Amostra 
a) Recolha da amostra 
A Cystoseira abies-marina foi colhida em dois períodos, no Outono de 2010 (entre Outubro e 
Novembro de 2010), e na Primavera de 2011 (entre Março e Maio de 2011) nos Mosteiros, 
Ilha de S. Miguel.  
Os vouchers foram identificados pela Doutora Ana Neto da Universidade dos Açores e 
depositados no Herbário Ruy Telles Palhinha, com a referência SMG-10-54 para a colheita de 
Outono e SMG-11-34 para a colheita da Primavera.  
 
b) Obtenção dos extractos 
O material vegetal recolhido foi limpo, lavado com água destilada, caracterizado 
morfologicamente e devidamente acondicionado a -80°C. O material vegetal fresco (massas 
de material usados indicados na tabela 2), recolhido em Outono 2010 e Primavera 2011 foi 




separadamente submetido a extracções sequenciais (2 ciclos de durante 12 h, com 
renovação de solvente no 2º ciclo), primeiro com metanol e depois com diclorometano, à 
temperatura ambiente com agitação, usando uma razão alga fresca/solvente de 1:4 (g/mL). 
Cada extracto foi evaporado à secura a pressão reduzida a uma temperatura de 40°C, tendo-
se obtido as massas de extracto apresentadas na tabela 2. 
 




Os extractos de metanol de Cystoseira abies-marina de cada uma das colheitas, foram 
separadamente fraccionados por partição líquido/líquido, cromatografia em coluna (cc) e 
cromatografia em camada fina preparativa (tlc) conforme esquemas abaixo.  
No que diz respeito ao extracto de diclorometano antes do fraccionamento cromatográfico, 
o extracto foi submetido a um procedimento para remoção de clorofilas descrito na 
literatura (Kijjoa et al., 2002). O extracto foi dissolvido em etanol (750 mL), sendo 
posteriormente adicionada à solução aquosa acetato de chumbo (28 mg) e ácido acético 
glacial (8 mL). Toda esta solução permaneceu no escuro durante 48h. A solução foi filtrada e 
concentrada a pressão reduzida, para remover o etanol presente. Após a eliminação do 
etanol, extraiu-se com clorofórmio (4x300 mL), passou-se o extracto por sulfato de sódio 
Alga Estação Solvente Massa alga usado na 
extracção (g) 




Outono 2010 MeOH 2915,8 125,81 
DCM 4,75 
Primavera 2011 MeOH 4330,0 197,38 
DCM 5,21 





anidro e foi posteriormente evaporado até a secura para posterior fraccionamento 
cromatográfico segundo o esquema abaixo.  
Por uma questão de espaço os solventes usados são indicados de forma abreviada. Assim, A 




















3.1.5 Dados espectroscópicos dos compostos isolados de Cystoseira abies-
marina  
 
Composto A: Ácido benzóico 
RMN de 1H: 7,47 (2H, m, H-3, H-5); 7,61, (1H, tt, J= 1,5; 7,5 Hz,H-4); 8,12 (2H, dd, J= 1,5; 8,3 
Hz, H-2, H-6).   
RMN de 13C: 128,5 (C-3,C-5); 129,3 (C-1); 130,2 (C-2,C-6); 133,7 (C-4); 171,5 (COOH).  
EM (TOF MS ESI+): m/z: 145 [M+Na]+ 
 
Composto B: Cystoazores A 
RMN de 1H: 1,75 (3H, s largo, 10-CH3); 1,76 (2H, m, H-4); 2,12 (2H, m, H-5); 2,12 (3H, s largo, 
6-CH3); 2,13 (3H, s, H-1); 2,28 (3H, s, 3’-CH3); 2,41 (2H, t, J= 7,3 Hz, H-3); 3,11 (2H, s, H-9); 
3,40 (2H, d, J= 7,2 Hz, H-12); 3,68 (3H, s, 2’-OCH3); 3,75 (3H, s, 5’-OCH3); 5,45 (1H, dt, J= 1,2; 
7,2 Hz, H-11); 6,10 (1H, d, J= 1,1 Hz, H-7); 6,57 (2H, s, H-4’, H-6’). 
RMN de 13C: 16,4 (3’-CH3); 16,5 (10-CH3); 19,1 (6-CH3); 21,2 (C-4); 28,5 (C-12); 30,0 (C-1); 
40,2 (C-5); 42,6 (C-3); 55,4 (C-9, 5’-OCH3); 60,5 (2’-OCH3); 112,7 (C-6’); 113,7 (C-4’); 122,7 (C-
7); 127,7 (C-11); 130,7 (C-10); 131,8 (C-3’); 134,7 (C-1’); 150,3 (C-2’); 155,5 (C-5’); 158,1 (C-6); 
199,2 (C-8); 208,2 (C-2). 










Composto C: Cystoazores B 
RMN de 1H: 1,73 (3H, s largo, 10-CH3); 1,73 (2H, m, H-4); 2,56 (2H, m, H-5);1,87 (3H, d, J= 1,2 
Hz, 6-CH3); 2,13 (3H, s, H-1); 2,28 (3H, s, 3’-CH3); 2,48 (2H, t, J= 7,4 Hz, H-3); 3,09 (2H, s, H-9); 
3,40 (2H, d largo, J= 7,2 Hz, H-12); 3,68 (3H, s, 2’-OCH3); 3,75 (3H, s, 5’-OCH3); 5,43 (1H, dt, J= 
1.2; 7,2 Hz, H-11); 6,13 (1H, d, J= 1,2 Hz, H-7); 6,57 (2H, s, H-4’, H-6’). 
RMN de 13C: 16,4 (3’-CH3); 16,5 (10-CH3); 22,0 (C-4); 28,5 (C-12); 29,9 (C-1); 32,8 (C-5); 43,2 
(C-3); 55,4 (C-9, 5’-OCH3); 60,4 (2’-OCH3); 112,7 (C-6’); 113,7 (C-4’); 123,3 (C-7); 127,8 (C-11); 
130,7 (C-10); 131,8 (C-3’); 134,6 (C-1’); 150,3 (C-2’); 155,5 (C-5’); 159,2 (C-6); 198,8 (C-8); 
208,9 (C-2). 
EM (TOF MS ESI+): m/z: 395 [M+Na]+ 
 
Composto D: cystoazorona A 
RMN de 1H: 1,15 (3H, s, H-16); 1,20 (3H, s, 15-CH3); 1,39 (2H, m, H-13); 1,61 (3H, d, J= 0,8 Hz, 
11-CH3); 2,06 (1H, m, H-12); 2,12 (3H, d, J= 1,1 Hz, H-7); 2,15 (2H, s, H-8); 2,16 (2H, m, H-9); 
2,22 (1H, m, H-12); 1,75 (3H, d, J= 1,3 Hz, 3-CH3); 2,28 (3H, s, 3’-CH3); 3,11 (2H, s, H-4); 3,31 
(1H, dd, J= 1,8 e 8,6 Hz, H-14); 3,41 (2H, d largo, J= 7,2 Hz, H-1); 3,68 (3H, s, 2’-OCH3); 3,74 
(3H, s, 5’-OCH3); 5,13 (1H, m, H-10); 5,43 (1H, dt, J= 7,2 e 1,3 Hz, H-2); 6,11 (1H, s largo, H-6); 
6,57 (2H, s, H-4’, H-6’). 
RMN de 13C: 15,9 (11-CH3); 16,4 (3’-CH3); 16,5 (3-CH3); 19,3 (7-CH3); 23,1 (C-16); 25,9 (C-9); 
26,4 (15-CH3); 28,5 (C-1); 29,6 (C-13); 36,7 (C-12); 41,1 (C-8); 55,4 (5’-OCH3, C-4); 60,5 (2’-
OCH3); 73,0 (C-15); 78,0 (C-14); 112,7 (C-6’); 113,7 (C-4’); 122,5 (C-6); 123,7 (C-10); 127,7 (C-
2); 130,8 (C-3); 131,8 (C-3’); 134,7 (C-1’); 135,8 (C-11); 150,3 (C-2’); 155,5 (C-5’); 158,9 (C-7); 
199,5 (C-5);  




EM (TOF MS ESI+): m/z: 495 [M+Na]+ 
 
Composto E: cystoazorona B 
RMN de 1H: 1,16 (3H, s, H-16*); 1,19 (3H, s, 15-CH3*); 1,67 (2H, m, H-13); 1,59 (3H, s, 11-
CH3); 1,74 (3H, s, 3-CH3); 2,11 (3H, d, J= 1,1 Hz, 7-CH3); 2,20 (2H, s, H-8); 2,20 (2H, m, H-9); 
2,28 (3H, s, 3’-CH3); 3,12 (2H, s, H-4); 3,40 (2H, d, J= 7,6 Hz, H-1); 3,62 (1H, m, H-14); 3,68 
(3H, s, 2’-OCH3); 3,74 (3H, s, 5’-OCH3); 4,30 (1H, t, J= 4,9 Hz, H-12); 5,43 (1H, t, J= 7,6 Hz, H-
2); 5,44 (1H, m, H-10); 6,12 (1H, s, H-6); 6,57 (2H, s, H-4’, H-6’).* Estes assinalamentos 
podem estar trocados. 
RMN de 13C: 12,9 (11-CH3); 16,4 (3’-CH3); 16,5 (3-CH3); 19,3 (7-CH3); 23,3 (16-CH3*); 25,5 (C-
9); 26,4 (15-CH3*); 28,5 (C-1); 35,2 (C-13); 40,7 (C-8); 55,3 (C-4); 55,4 (5’-OCH3); 60,5 (2’-
OCH3); 72,7 (C-15); 74,2 (C-12); 75,0 (C-14); 112,7 (C-6’); 113,7 (C-4’); 122,8 (C-6); 123,5 (C-
10); 127,7 (C-2); 131,8 (C-3 e C-3’); 134,7 (C-1’); 137,7 (C-11); 150,3 (C-2’); 155,5 (C-5’); 158,5 
(C-7); 199,7 (C-5). ).* Estes assinalamentos podem estar trocados 
EM (TOF MS ESI+): m/z: 511 [M+Na]+ 
 
  





3.2 Determinação das actividades biológicas dos compostos A-E 
3.2.1 Actividade antitumoral 
3.2.1.1 Linhagens celulares 
 Foram utilizadas duas linhagens celulares, uma tumoral e outra não tumoral que 
serviu de controlo. A linhagem tumoral HeLa foi imortalizada a partir de células humanas de 
cancro do colo do útero (ECACC, European Collection of cell Cultures). A linhagem não 
tumoral Vero foi estabelecida em 1962 a partir de células isoladas de rim de macaco verde 
africano, da espécie Cercopithecus aethiops (Linnaeus, 1758), por Yasumura (ECACC).  
 
3.2.1.2 Cultura de células 
Ambas as linhagens foram cultivadas em monocamada, com meio DMEM 
(Dulbecco'sModifiedEagle'sMedium), suplementado com estreptomicina (750 
U/mL)/penicilina (1000 U/mL), L-glutamina (2 mM) e ácido p-hidroxibenzóico (2x104 mg/mL). 
As células foram mantidas em meio com soro fetal de bovino (FBS) numa incubadora 
(SANYO CO2 Incubator) a 37 °C, 5 % de CO2 e 80 % de humidade relativa (Moujir et al. 2012).  
 
3.2.1.3 Ensaios antitumorais 
Os ensaios foram realizados em microplacas ELISA de 96 poços. Realizaram-se dois tipos de 
ensaio, (i) de inibição de crescimento (fase lag) e (ii) de citotoxicidade (fase log). No primeiro 
tipo de ensaio as células são adicionadas às microplacas junto com os compostos a testar, de 
modo a que estas estejam sujeitas à acção dos compostos durante a fase inicial de adesão 
ao substrato. No segundo, os compostos são adicionados às microplacas após 24h de 
crescimento das células, encontrando-se estas já na fase de crescimento exponencial. O 




meio utilizado foi DMEM com 2 % de FBS, tendo sido os compostos diluídos nesse mesmo 
meio, nas concentrações apropriadas, ficando em contacto com as células durante 48h 
(Moujir et al. 2012). 
 
3.2.1.4 Revelação dos resultados 
Para a revelação dos resultados foi utilizado o MTT (3-(brometo de 4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-
difenil tetrazolium). Este método avalia a actividade metabólica das células quantificando a 
redução metabólica do MTT por desidrogenases associadas ao NADPH e ao NADH, 
resultando na produção de cristais de formazano, intensamente coloridos de roxo, no 
interior das células. Estes cristais podem ser observados ao microscópio ou dissolvidos em 
solventes orgânicos, como por exemplo o DMSO, permitindo a sua quantificação através da 
espectrofotometria. É de referir, no entanto, que esta redução apenas toma lugar quando as 
enzimas redutases mitocondriais estão activas (figura 22), pelo que é proporcional à 
quantidade de células vivas (Moujir et al., 2012). 
 









3.2.1.5 Determinação de EC50 
O EC50 (µg/ml) corresponde à concentração de produto que é necessária para causar 50 % 
de inibição de crescimento das células, utilizando-se como referência as células controlo em 
cada microplaca. O valor de EC50 foi calculado por interpolação da curva de inibição de 
crescimento em função da concentração de composto. 
 
3.2.2 Actividade antioxidante 
Na determinação da actividade antioxidante foi usado um método espectrofotométrico, 
modificado a partir de Blois (1958). Este método tem como fundamento avaliar a actividade 
de redução do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), de coloração púrpura, que 
absorve a 517 nm. Por acção de um antioxidante (AH), o DPPH é reduzido formando difenil-
picrilhicrazina, de coloração amarela, quantificando-se a actividade antioxidante pelo 
decréscimo da absorvância.  
Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 poços, colocando-se os compostos, em 
diluições seriadas, em presença de uma solução de DPPH 0,04mg/mL em metanol, 
utilizando-se como controlo poços da microplaca sem a presença de compostos. Ao fim de 
30 minutos ao abrigo da luz, leu-se a absorvância a 517 nm e calculou-se percentagem de 
actividade antioxidante (AA %) usando a seguinte fórmula: 
AA % = 1 – (Ac – As)/Ac x100 
em que Ac é a absorvância do controlo e As é a absorvância da amostra. Esta percentagem 
de actividade antioxidante corresponde à quantidade de DPPH neutralizada pelo 
antioxidante. Sempre que possível expressou-se a actividade em EC50 correspondente à 
quantidade de antioxidante necessária para decrescer a concentração do radical a 50 % 




(EC50). Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor será o seu EC50 e maior a 
sua actividade antioxidante. Como referência foram utilizados Trolox, BHT e Quercetina 
(Barreto et al. 2012).  
 
3.2.3 Actividade anticolinesterásica 
A actividade enzimática de AChE foi avaliada pelo método colorimétrico de Ellman (1961) 
modificado por Arruda et al. (2012). Este método baseia-se na medida da velocidade da 
produção da tiocolina através da hidrólise do análogo do substrato de AChE, a acetilcolina. A 
tiocolina reage com o chamado reagente de Elman (DTNB ou Ácido 5,5’-ditiobis-2-
nitrobenzoico), formando uma mistura de dissulfetos e um anião amarelo (nitrobenzoato) 
com intensa absorção a 415 nm. O esquema que se segue apresenta as reacções que estão 
na base do método: 
Acetilcolina           Acetato + Tiocolina 
Tiocolina + DTNB           Anião Amarelo    
Neste caso foi quantificada a inibição da acetilcolinesterase de Electrophorus electricus 
(Sigma C2888) em presença dos compostos a testar, em microplacas de 96 poços, de acordo 
com o descrito em Barreto et al. (2012). A concentração de DMSO no meio de ensaio foi 










3.2.4 Actividade anti-inflamatória 
3.2.4.1 COX 
A inibição das cicloxigenases, COX-1 e COX-2, foi determinada com o kit COX Inhibitor 
Screening Assay da Cayman Chemical Co., nº 560131, de acordo com o protocolo do 
fabricante. Neste ensaio o substrato (ácido araquidónico) liga-se à enzima COX-1 ou COX-2 
que posteriormente se vai transformar em PGH2 e por acção do cloreto de chumbo vai ser 
transformada em PGF2α. Portanto, se o composto testado tiver a capacidade de se ligar a 
COX-1 ou COX-2 em vez do substrato, este não se vai formar. É a quantidade de 
prostaglandinas que vai ser medida, sendo que existe uma relação directamente 
proporcional, quanto maior a quantidade de prostaglandinas, menor absorvância, logo, 
menor actividade. A quantificação foi feita a uma absorvância de 415 nm (num leitor de 
microplacas Biorad modelo 680). O ensaio foi realizado em duplicado para todas as amostras 
e o efeito inibidor foi calculado como se segue: 
% inibição COX-1/COX-2 = ([PGS]A – [PGS]B)/ [PGS]A x 100 
Em que [PGS]A corresponde à concentração de prostaglandinas nos tubos controlo (100% de 
actividade da enzima COX-1) e [PGS]B correspondente à concentração de prostaglandinas 
nos tubos da amostra. 
 
3.2.4.2 LOX 
Para determinação desta actividade foi utilizado o Kit Lipoxygenase Inhibitor Screening Assay 
(LISA) da Cayman Chemical Co., nº 760700, e o protocolo foi realizado de acordo com o 
manual do fabricante. Este avalia a inibição da enzima lipoxigenase através da quantificação 
de hidroperóxidos produzidos pela 15-LOX a partir de um substrato (que pode ser o ácido 




araquidónico ou o ácido linoleico), sendo que quanto menor a quantidade de hidroperóxido 
produzido, maior será a capacidade de um composto inibir a enzima lipoxigenase. 
O nível de hidroperóxidos produzidos pela 15-LOX a partir do ácido araquidónico foi 
quantificado a uma absorvância de 490 nm (num leitor de microplacas Biorad modelo 680). 
O valor de absorvância do branco foi subtraído ao valor da absorvância dos poços com 100% 
de actividade da enzima e dos poços com inibidores. O ensaio foi realizado em duplicado 
para todas as amostras e o efeito inibidor foi calculado como se segue: 
% inibição 15-LOX = (A – B)/A x 100   
Em que A é a absorvância a 490 nm da actividade controlo da enzima LOX (100%) e B 
corresponde à absorvância a 490 nm da amostra. 
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